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要　　　旨
【背景】神経膠腫は成人脳腫瘍で最も頻度の高い疾患であるが、その治療成績はいまだ
極めて不良である。近年、DNA修復酵素の１つO-6-methylguanine-DNA methyltransf-
erase（MGMT）の 遺伝子プロモーター領域のメチル化が膠芽腫（glioblastoma：GBM）の
治療感受性、治療予後に相関があることが報告されている。また神経幹細胞マーカー
CD133は腫瘍幹細胞マーカーとしても利用されており、CD133陽性腫瘍幹細胞では
MGMTが高発現し化学療法の抵抗性に寄与していると報告されている。さらに近年、
代表的ながん遺伝子の一つであるc-mycが細胞増殖や腫瘍形成に深く関与するだけでな
く幹細胞の幹細胞性維持にも重要な役割を担っているとの報告がなされている。そこで
今回我々は、神経膠腫の腫瘍幹細胞と治療抵抗性に関与すると考えられるc-myc、
CD133、および MGMTの３分子に注目し、これらのタンパク質発現と予後との関連を
検討した。
【対象・方法】山形大学脳神経外科にて摘出術を行った41例（男性28例、女性13例、平
均年齢54.3歳）の神経膠腫を対象とした。WHO分類ではLow grade glioma（LGG）８ 
例、High grade glioma（HGG）33例である。腫瘍摘出標本から細胞溶解液を作成し、
Western blot にて各タンパク質の発現を検討した。１）LGGとHGGにおける各タンパ
ク質発現の比較、２）c-myc とCD133間、CD133とMGMT間タンパク質発現の相関、
３）c-myc, CD133, MGMTタンパク質の発現それぞれと全生存期間（overal survival: 
OS）との関係を検討した。
【結果】１）HGGではLGGに比べ３種のタンパク質とも発現が高い傾向が見られたが
統計学的有意差はみられなかった。２）CD133とMGMTの発現の間には統計学的に有
意な相関を認めた。３）CD133，MGMTの発現が高いほどOSが短くなる傾向は見られ
たが、統計学的に有意な相関は認められなかった。
【結論】今回、神経膠腫におけるc-myc, CD133, MGMTタンパク質の発現の関係とOSと
の相関について検討した。CD133とMGMTの発現の間には統計学的に相関が認められ
たが、その他の因子について相関は認められなかった。
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Ⅰ．緒　　　言
　神経膠腫は全脳腫瘍の約４分の１を占める代
表的な悪性脳腫瘍である。病理組織所見と臨床
悪性度（予後）の両者を併せた総合的な悪性度
の分類としてWHO分類が最も一般的に用いら
れており、グレードⅠからⅣまでの４段階に分
けられている。グレードⅠ・Ⅱはlow grade 
glioma（LGG）、グレードⅢ・Ⅳはhigh grade 
glioma（HGG）と称される。最も悪性度の高い
grade Ⅳの glioblastoma（GBM）の平均余命は
わずか15ヶ月足らずであり、５年生存率は
10％に満たない極めて予後不良な疾患である。
GBMに対する現在の世界的標準治療は経口ア
ルキル化剤テモゾロミドによる化学療法と局所
放射線療法の併用である。2005年Stuppらによ
りテモゾロミド併用放射線療法による生存期間
延長効果が報告され、その付随研究として
DNA修復酵素MGMT遺伝子のプロモーター領
域がメチル化されていることが予後良好因子で
あることが示された１）。
　癌幹細胞仮説は、がん細胞の中でもごく少数
の癌細胞が自己複製能と多分化能といういわゆ
る幹細胞の性質をもち、その性質を有する癌幹
細胞を起源としてがんが発生するのではないか
（造腫瘍能）という仮説である。近年、グリオー
マにおいてもグリオーマ幹細胞の存在が証明さ
れ、再発や播種に重要な役割を果たしていると
考えられている。様々ながん腫においてがん幹
細胞の存在が証明され、新たな治療ターゲット
として注目されている。神経幹細胞マーカー
CD133はグリオーマ幹細胞マーカーとしても
利用されており、CD133発現と予後２）や、
CD133発現と神経膠芽腫の播種との関連３）など
に関する報告がなされている。さらにCD133
陽性腫瘍幹細胞ではDNA修復酵素の１つO-6-
methylguanine-DNA methyltransferase
（MGMT）が高発現しており化学療法の抵抗性
を示し、更に放射線に対する高い抵抗性を有す
ることが示されている４），６）。
　一方c-mycは代表的ながん遺伝子の一つであ
るが、細胞増殖や悪性転化のみならず幹細胞の
幹細胞性維持にも重要な役割を担っているとの
報告がなされており、グリオーマ幹細胞の幹細
胞性維持にも関与している可能性も示されてい
る５）。
　今回我々は、再発・播種、及び放射線・化学
療法の抵抗性に重要な役割を果たしていると考
えられるグリオーマ幹細胞に着目し、グリオー
マ幹細胞に高発現していると考えられるc-myc，
CD133，MGMTの３種のタンパク質発現とグ
リオーマ患者の予後との関連を検討した。
Ⅱ．対象と方法
１．研究材料
　2006年から2009年の間に山形大学医学部附属
病院脳神経外科にて神経膠腫と診断・治療され
た41例（男性28例、女性13例、平均年齢54.3
歳）を対象とした。WHO分類ではLGG８例、
HGG33例であった。患者の内訳を表１に示す。
摘出腫瘍は速やかに凍結保存の後、Laemmli 
sample buferに溶解、超音波破砕後、細胞溶解
液としてWestern blotに使用した。
２．Western blotと発現スコアの算出
　細胞溶解液を12％ポリアクリルアミドゲルに
電気泳動し分離した後、PVDF膜に転写した。
３％ミルク入りTris-bufered saline（TBS）に
てブロッキングを行った後、一次抗体を反応さ
せた。一次抗体は、抗c-myc抗体（monoclonal, 
Cel Signaling Technology）、抗CD133抗体（W6
B3C1, monoclonal, Miltenyi Biotec）、抗MGMT
抗体（MT3.1, monoclonal, Neomarker）、抗β-
actin抗体（monoclonal, Sigma）を用いた。二
次抗体反応後、Immobilon Western Chemilu-
minescent HRP substrate（Milipore）を反応さ
せ発光パターンをライトキャプチャーCS anal-
yzer（ATTO）を用いて検出し、densitometry
にてタンパク質の発現を解析した。手術中に腫
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瘍検体に血液などが混入し吸光光度計を用いた
タンパク質定量が困難であったため、glioma細
胞株U251の細胞溶解液をタンパク質量のコン
トロールとして用いた。タンパク質量を統一す
るためβ-actinとの比を計算しそれぞれのスコ
アとした。
３．統計学的検討
　統計解析はStatistical Package for the Social 
Sciences（SPSS, ver. 19, Chicago, IL, USA）を用
いた。LGGとHGGにおけるタンパク質スコア
の比較にはMann-Whitney検定を行い、p値0.05
未満を有意差ありとした。各タンパク質スコア
間の相関と各スコアと生存期間（Overal survi-
val: OS）の相関についてSpearman解析を行っ
た。
表１．対象患者の属性（n＝41）
図１．タンパク質発現スコア解析例
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　　図４のごとくc-myc, CD133, MGMTの発現
と予後に統計学的な相関は認められなかっ
た。
Ⅳ．考　　　察
　近年、腫瘍幹細胞仮説が提唱され、新たなが
ん治療ターゲットとして注目を集めている。癌
幹細胞仮説は、がん細胞の中でもごく少数の癌
細胞が自己複製能と多分化能といういわゆる幹
細胞の性質をもち、その性質を有する癌幹細胞
を起源としてがんが発生するのではないか（造
腫瘍能）という仮説である。癌幹細胞は、自己
複製能、多分化能、造腫瘍能を有する細胞とさ
れ、腫瘍全体では数％程度の数しか存在しない
特別な細胞と考えられている。腫瘍幹細胞は正
常幹細胞と類似点があることが示されており、
Ⅲ．結　　　果
１）Low grade gliomaとhigh grade gliomaでの
タンパク質発現の比較
　　LGGとHGGにおいて、３つ分子の発現ス
コアに差があるのか比較検討した（図２）。
LGGに比べ HGGでは c-myc，CD133， 
MGMTにおいて発現が多い傾向が見られ
たが統計学的有意差は見られなかった。
２）c-myc, CD133, MGMTの発現の相関の検討
　　図３のごとく CD133とMGMTの発現の間
には統計学的に有意な相関を認めた。
　　c-mycとCD133の発現には相関は認められ
なかった。
３）c-myc，CD133，MGMTの発現と予後（OS）
との相関の検討
表２．タンパク質発現解析の結果（n＝41）
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神経幹細胞マーカーCD133は腫瘍幹細胞マー
カーとして用いられている。幹細胞の細胞内分
子機構の解明は再生医学分野において重要な課
題であるが、また同時に腫瘍幹細胞の細胞内分
子機構を推測、理解するためにも非常に重要な
課題となっている。その研究の成果としてがん
遺伝子c-mycが細胞増殖や腫瘍形成に関与する
だけでなく、幹細胞および腫瘍幹細胞の幹細胞
性維持にも重要な役割を担っていること５）、神
経幹細胞、腫瘍幹細胞においてCD133,　
MGMTが高発現していることが報告されてお
り、化学療法抵抗性に寄与していることも報告
されている。またそこで我々はc-mycタンパク
質の高発現が腫瘍幹細胞を増やすことで
CD133およびMGMTの発現も上昇させている
のではないか、更にこのような腫瘍では予後不
図２．脳腫瘍グレードとタンパク質発現の関連
図３．c-mycとCD133，CD133とMGMT発現の関連
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良ではないかという作業仮説（図５）を立て検
討を行った。
　最初にLGGとHGGにて３種のタンパク質発
現に差があるのかを検討した。その結果、
HGGでは、３種のタンパク質すべてにおいて
HGGで発現が高い傾向が認められたが、統計
学的には有意差は認められなかった。次に、３
つのタンパク質間の発現の相関について検討し
たが、CD133とMGMTの発現のみに統計学的
に有意な相関が認められた。最後にこれらのタ
ンパク質の発現と生存期間の相関について検討
したが、有意な相関は認められなかった。この
ような結果となった理由としては、まず実験系
としてWestern blotは腫瘍以外の成分も含まれ
た検討になっている可能性があり、Western 
blot以外の解析方法も用いて検討を行うことが
必要と考えている。またさらに重要な点とし
て、神経膠腫において年齢、摘出率、パフォー
マンスステイタス（performance status）など
臨床的な因子が予後因子となっていることが知
られており、これらの影響が重なり統計学的な
有意差が認められなかった可能性がある。今後
症例数を増やして臨床因子を含めた検討、重回
帰分析などを行うことが重要と考えている。
　膠芽腫の治療反応性、治療予後予測に対する
MGMT遺伝子のプロモーター領域のメチル化
の重要性は、テモゾロミド＋放射線治療が世界
的標準治療であることを示したEORTC （Euro-
pean Organisation for Research and Treatment
of Cancer）の報告と同時に発表された１），７）。
MGMTプロモーターメチル化の状態が治療反
応性や予後に関与する分子機構として、プロ
モーターのメチル化によりMGMTタンパクの
発現を減少し、テモゾロミドなどのアルキル化
剤のよるDNA損傷が修復されずに抗腫瘍効果
を発揮しやすくするものと推測されている。
NaganeらはWestern blotを用いて再発グリオー
マのテモゾロミド反応性を検討したが、
図４．c-myc，CD133，MGMTタンパク質発現と予後の関連
図５．作業仮説
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MGMTタンパク質の発現の少ない症例では、
再発後のテモゾロミド治療に対する治療反応性
がMGMT発現を認める症例よりも良好であっ
たと報告している８）。今回我々もNaganeらの
方法に準じてタンパク質発現を解析し、治療予
後との関係につき検討を行った。MGMTの治
療抵抗性、治療予後予測因子としての関与につ
いては広く認められており、現在最もよく用い
られるのはメチル化特異的PCRである。しか
しながら、MGMTプロモーターメチル化のみ
がMGMTの働きを制御しているのではなく、
メチル化特異的PCR（Methylation specific PCR
: MSP）、定量PCRによるmRNA検出、免疫染
色、Western blotなどの様々な検査方法を用い
て検討がなされている９）-11）。Western blotや
PCRでは腫瘍以外の細胞成分も含まれてしま
う可能性があることが弱点であり、タンパク質
発現局在が判定できる免疫染色が優れている。
しかし、免疫染色やRT-PCRでは、陽性か否か
のカットオフ値をどこにするのかで結果が異
なってくる恐れもある。今後の臨床研究の結果
を正確に評価するためにもMGMTの発現やプ
ロモーターのメチル化の状態の判定方法の標準
化が求められている。
　今回、グリオーマのc-myc，CD133，MGMT
の３種のタンパク質発現と予後との関連を検討
した。c-myc，CD133，MGMTさらにOSとの関
係を検討したものは我々が渉猟し得た限り本報
が始めてである。今後は症例数を増やすととも
にWestern blot以外の解析方法も用いて検討を
加えてゆく必要があると考えている。
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Analysis of c-myc, CD133, and MGMT protein
expression in glioma patients
Sho Tsunoda, Sho Nakamura, Kaori Sakurada＊, Kenichiro Matsuda＊,
Shinya Sato＊, Takamasa Kayama＊,＊＊
Yamagata University Scool of Medicine 
＊Department of Neurosurgery, Yamagata University Faculty of Medicine
＊＊National Cancer Center
　The cancer stem cel (CSC) model of tumor development suggests that the clinical 
behavior of a tumor is largely determined by a subpopulation of cels that are 
characterized by their ability to initiate the development of new tumors. Expression of 
CD133 and MGMT is higher in CSCs than in other cel types. Recently, c-myc has been 
reported to play an important role in the maintenance of stemness. We studied the 
protein expression patterns of c-myc, CD133 and MGMT in glioma patients, and their 
correlation with patient survival time. Protein expression in tumor tissues obtained 
from 41 patients with glioma (LGG 8, HGG 33) between January 2006 and December 
2009 was analyzed by Western blotting. There was no significant diference in the 
expression of the three proteins between histological grades. Expression of CD133 
protein showed a close correlation with the expression of MGMT protein. But there was 
no correlation between the expressions of any of the three proteins with patient survival 
time.
Key words : glioma, cancer stem cel, c-myc, CD133, NGMT, survival
ABSTRACT
